CWICZENIE 4

lloSciowe oznaczanie nadtlenku wodoru i ocena potencjatu
antyoksydacyjnego wybranych przeciwutleniaczy z uzyciem
rodnika DPPH

1. llosciowe oznaczanie nadtlenku wodoru

Nadtlenek wodoru (jako utleniacz) reaguje w kwasnym sSrodowisku z jonami jodkowymi

utleniajgc je do wolnego jodu, ktéry miareczkuje sie roztworem tiosiarczanu sodu.

H202 + 2 Kl + H2SO4 — 12 + 2 H20 + K2S04
2 + 2 Na2S203 — 2 Nal + Na2S40e6

Nadtlenek wodoru w reakcji tej redukuje sie do wody. Reakcja zachodzi stosunkowo wolno.
W celu przyspieszenia reakcji czasami dodaje sie do roztworu odpowiedniego katalizatora np.
molibdenian amonu. Z reakcji przedstawionych powyzej wynika, ze 1 mol nadtlenku wodoru
reaguje z 2 molami jonéw jodkowych z powstaniem 1 mola jodu. Wydzielony jod reaguje z 2
molami tiosiarczanu sodu. Tak wiec na 1 mol nadtlenku wodoru przypadajg 2 mole tiosiarczanu

sodu.

Wykonanie:

Badany roztwér zawierajgcy H202 przeniesc ilosciowo do kolby miarowej na 100 ml i
rozcienczy¢ wodg destylowang do kreski. Pobra¢ do kolby stozkowej 10 ml roztworu, doda¢ 10 ml 1M
H2S04, 10 ml 3% roztworu Kl i krysztatek molibdenianu amonu. Kolbe szczelnie zamkng¢ i odstawié
na 5 minut w ciemne miejsce. Wydzielony jod miareczkowac¢ 0,1 M roztworem tiosiarczanu sodu
(Na2S203) do barwy jasno-zéttej, dodac 5 kropli skrobi i miareczkowac¢ dalej, az roztwér odbarwi

sie od jednej kropli. Miareczkowanie powtorzyé trzy razy (do obliczen
wykorzysta¢ warto$¢ Srednig).

Wykorzystujgc przedstawiong wyzej zalezno$¢ - na 1 mol nadtlenku wodoru przypadajg 2 mole
tiosiarczanu sodu oraz wiedzgc ze n tiosiarczanu sodu = V tiosiarczanu * C tiosiarczanu Obliczy¢ w gramach

zawarto$¢ nadtlenku wodoru w badanej probie (w 100 ml). Masa molowa H202 = 34 g/mol.



2. Ocena potencjatu antyoksydacyjnego wybranych
przeciwutleniaczy z uzyciem rodnika DPPH

Antyoksydanty sg to zwigzki, ktore w niewielkich stezeniach ochraniajg organizm przed
dziataniem wolnych rodnikéw. Wystepujg m.in. w ziotach, kawie, herbacie, kakao oraz innych
produktach pochodzenia roslinnego. Ekstrakty roslinne bogate w polifenole i flawonoidy wykazujg
silne wiasciwosci antyoksydacyjne, zwigzane z obecnoscig kilku grup hydroksylowych. Zdolnosci
antyoksydacyjne zalezg od potozenia i liczby grup hydroksylowych; wieksza ich ilos¢ nasila
wiasciwosci antyoksydacyjne.

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie z metodykg pomiaru zdolnosci antyoksydacyjnych wybranych
przeciwutleniaczy z uzyciem syntetycznego rodnika DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl).
DPPH jest stabilnym wolnym rodnikiem i ma niesparowany elektron na powfoce walencyjnej na
jednym z atomow azotu tworzgcych mostek azotowy. Jego alkoholowy roztwor ma
ciemnofioletowg barwe. W reakcji z substancjg, ktéra moze oddawac atom wodoru tworzy forme
zredukowang DPPH i wowczas zanika fioletowe zabarwienie roztworu. Zmiane te mozna
monitorowac spektrofotometrycznie. Stopien zmiany barwy roztworu DPPH po dodaniu do niego

roztworu zawierajgcego antyoksydanty jest miarg ich zdolno$ci do zmiatania wolnych rodnikow.
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Rys. 1. DPPH a) wolny rodnik, b) forma zredukowana



Wykonanie:

1. Przygotowanie roztworéw antyoksydantow
a) witamina C (4 mM wodny roztwér kwasu askorbinowego) poddana dziataniu wolnych

rodnikow (H2032) i temperatury (ogrzewanie w temp. 37°C)

b) witamina E i olej rzepakowy poddany dziataniu wysokiej temperatury bez i w obecnosci

witaminy E

Przed pomiarem prowadzono ekstrakcje witaminy E i oleju, polegajgcg na intensywnym
wytrzgsaniu probek oleju i witaminy E w izopropanolu (w stosunku objetosciowym 1:3) i

rozdzieleniu warstw (do oznaczen pobierano gorng frakcje alkoholowg).
c) 0,5% napary herbat: czarna, zielona i biata

1g herbaty zalano 100 ml wody o temperaturze 90°C. Po uptywie 8 minut napar sgczono i

chtodzono do temperatury pokojowej. Napary rozcienczono wodg w stosunku 1:1.
2. Przygotowanie 0,5 mM alkoholowego roztworu rodnika DPPH

Roztwor przygotowano rozpuszczajgc 19,71 mg DPPH w 100 ml izopropanolu. Otrzymany roztwor
rozcienczono tak, aby jego absorbancja przy dtugosci fali A = 517nm wynosita 0k.0,9

(odczytywana wobec izopropanolu).

3. Pomiar absorbancji
Do 2,5 ml roztworu DPPH rozpuszczonego w izopropanolu doda¢ probe badana:
33 ul (roztwér witaminy C i napary),
250 pl (witamina E i olej).
Préby wymieszac i odstawi¢ na 15 minut, a nastepnie wykona¢ pomiar absorbancji badanych

prob wobec préby kontrolnej (izopropanolu).

4. Obliczenia

Zdolnos¢ badanego antyoksydantu do przeciwdziatania reakcji utleniania obliczy¢ ze wzoru:
% inhibicji = 100 (Ao — Ag) / Ao

Ao,— wartos¢ absorbancji rodnika DPPH

Ag — warto$¢ absorbancji badanego roztworu zawierajgcego antyoksydant



5. Wyniki

Badany roztwoér As % inhibicji

Witamina C

Witamina C po ogrzaniu w temp.37°C
Witamina C + 0,3% H20:2
Witamina E

Olej rzepakowy

Olej rzepakowy podgrzany do
wysokiej temperatury

Olej rzepakowy podgrzany do
wysokiej temperatury + witamina E
Herbata czarna

Herbata zielona

Herbata biata

Whioski: poréwnac wtasciwosci przeciwutleniajgce witamin i antyoksydantow zawartych w oznaczanych
herbatach; ocenic stabilnos¢ witaminy C oraz ochronng role witaminy E podczas utleniania nienasyconych

kwasow ttuszczowych zawartych w olejach.
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Zadania

Oblicz, jaka jest rozpuszczalno$é BaSO4 wyrazona w mg/100 ml roztworu. Kso =1 - 10719,
(Odp. 0,233 mg/100 ml)

Poziom kwasu moczowego we krwi wynosi 0,29 mM; rozpuszczalnos¢ tego kwasu we krwi
wynosi 7 mg/100ml. Wykonaj odpowiednie obliczenia i odpowiedz czy caty kwas jest
rozpuszczony we krwi (m. mol kw. moczowego - 168 g/mol). (Odp. Caty kwas jest

rozpuszczony)

lle g statego chlorku sodu dodasz do 400 g 10% (m/m) roztworu, aby otrzymac roztwér 15%
(m/m)? (Odp. 23,53 g)

lle ml 100% kwasu octowego o gestoscid = 1,05 g/ml, uzyjesz do sporzgdzenia 200 g 10% (m/m)
roztworu tego kwasu? W jakim stosunku masowym rozcienczysz 10% m/m ocet, aby
otrzymac 6% m/m ocet stotowy? (Odp. v=19,04 ml; 3 : 2)

Stezenie chlorku sodowego we krwi wynosi 0,9% (m/v). Oblicz stezenie molowe NaCl we Krwi.
M(NaCl)=58,5 g/mol. (Odp. 0,15 M)

10 g 30 % (m/m) roztworu nadtlenku wodoru, zwanego perhydrolem, rozcienczono do
objetosci 250 ml. Oblicz stezenie molowe otrzymanego roztworu. (Odp. 0,35 M)

W przypadku duzego uptywu krwi do organizmu wprowadza sie ptyn fizjologiczny. Oblicz,
jakie jest stezenie % (m/m) tego ptynu wiedzac, ze 250 g tego roztworu zawiera 2,25 g chlorku sodu.
lle gramoéw soli wprowadza sie do organizmu wstrzykujgc 80 g ptynu fizjologicznego? (Odp.
0,72 g)

lle mg bromu zostato wprowadzone do organizmu, jezeli pacjent otrzymat 5 ml lekarstwa
zawierajgcego 0,2% (m/v) bromku potasu? (m. mol. Br — 80 g/mol, K — 39 g/mol) (Odp. 6,714
mg)

Do oznaczania kreatyniny w surowicy krwi stosuje sie kwas pikrynowy. lle g tego kwasu
uzyjesz do przygotowania 51 1% (m/m) roztworu o gestoscid = 1,075 g/ml? (Odp. 53,75 g)

U wielu os6b stezenie etanolu réwne 0,007 g/ml krwi wywotuje objawy zatrucia. Jaka objetos¢
spozytego 40% (v/v) roztworu etanolu (gestos¢ alkoholu réwna jest 0,8 g/ml), wywotuje te
objawy, zaktadajgc ze cata objetosc¢ spozytego alkoholu znajduje sie we krwi (5 1)? (Odp. 109,38
ml)

Prawidtowe stezenie glukozy w osoczu wynosi 75-105 mg/dl. Pacjentowi z hipoglikemig
(poziom glukozy w osoczu = 40 mg/dl) podano z kroplowkag 20 ml 5% (m/v) roztworu glukozy.
Oblicz, czy tailos¢ wystarczy do osiggniecia prawidtowego stezenia, jezeli cata glukoza zostanie

wchtonieta. Objetos¢ osocza 3 litry. (Odp. Nie)
O ile wzro$nie stezenie jonéw Kt w osoczu krwi, jezeli do kropléwki z glukozg dodano 3 ml 3%

(m/v) roztworu KCI? Wyjéciowe stezenie jondw Kt w osoczu wynosi 3,5 mmol/l. Objetosé krwi 4 1. Ht
= 40%. Podany potas nie wnika do komoérek i nie ucieka z moczem. Hematokryt (Ht) jest to

objetos¢ krwinek czerwonych, wyrazona jako funkcja objetosci petnej krwi w prébce
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(wyrazona w procentach). (m. mol KCI - 74,5 g/mol) (Odp. 0,503 mmol/l)

lle ml 10% (m/v) chlorku wapnia CaCl, nalezy podaé pacjentowi, aby podnie$¢ poziom jonéw Ca?*
z 2,18 mmol/l do 2,5 mmol/l ? Objetos¢ krwi =5 |, Ht = 40%. (m. mol CaClz — 111 g/mol) (Odp.
1,06 ml)

2 ml 2% (m/v) roztworu leku zmieszano z 2 ml fizjologicznego roztworu NaCl. Pacjent
otrzymat 2 ml tak przygotowanego roztworu w iniekcji dozylnej. lle mg leku otrzymat pacjent?
Jakie byto stezenie procentowe (m/v) leku w osoczu po podaniu roztworu (V osocza — 3 1)?
(Odp. 20 mg; Cp — 0,00067%).

W 162 g wody rozpuszczono 63 g zwigzku organicznego. Oblicz utamek molowy substancji
rozpuszczonej i rozpuszczalnika oraz stezenie molalne tej substancii, jezeli jej masa molowa
wynosi 63 g/mol. (Odp. Ulamek molowy substancji rozpuszczonej = 0,1; utamek molowy

rozpuszczalnika = 0,9; stezenie molalne = 6,17 moli/kgH-0)



